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Abstract of EP0429760 

Process for preparing a flavouring agent, in which an aqueous suspension of a protein-rich material is 
prepared, the proteins are solubilised by hydrolysis with a neutral or alkaline protease, the suspension 
with a slightly acid pH is heat treated and is matured with koji enzymes. 
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© Procede de preparation d'un agent aromatisant 

© Procede de preparation d'un agent aromatisant, 
dans lequel on prepare une suspension aqueuse 
d'une matiere riche en proteines, on solubilise les 
proteines par hydrolyse avec une protease neutre ou 
alcaline, on traite thermiquement la suspension a pH 
legerement acide et on la fait mQrir avec des enzy- 
mes de koji. 
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PROCEDE DE PREPARATION D'UN AGENT AROMATISANT 



La presents invention a pour objet un proce'de' 
de preparation d'un agent aromatisant par hydroly- 
se enzymatique de proteines. 

Des matieres riches en proteines, telles que 
des tourteaux d'oleagineuses, des graines de legu- 
mineuses, du gluten de c£r£ales ou des proteines 
lactiques, par exemple, sont couramment utilises, 
sous forme hydrolysee, comme matiere premiere 
entrant dans la composition de potages, sauces et 
condiments deshydrates ou liquides. 

Dans ce contexte, il est courant de soumettre 
un tourteau d'arachide ou de soya, par exemple, a 
une hydrolyse a I'acide chlorhydrique concents, 
de neutraliser avec de I'hydroxyde de sodium, 
d'ecarter les insolubles, de soumettre ou non I'hy- 
drolysat a des operations de filtrage, decoloration, 
concentration et/ou sechage, et de I'utiliser ensuite 
comme agent aromatisant, tel quel, ou apres I'avolr 
fait reagir avec des sucres reducteurs, par exem- 
ple. 

Un tel procede de preparation d'un agent aro- 
matisant par hydrolyse acide de proteines presents 
entre autres I'inconvSnlent de degrader les acides 
amines produits durant I'hydrolyse. 

Si, pour cette raison, on pnlfere recourir a 
I'hydrolyse enzymatique d'une matiere riche en 
proteines, on se heurte au probleme connu de 
1'amertume de I'hydrolysat provoquee par des pep- 
tides amers produits durant I'hydrolyse. 

Divers precedes ont ete proposes pour eviter 
ou eMiminer cette amertume, notamment en reali- 
sant I'hydrolyse enzymatique dans des conditions 
telles que la production de peptides amers soit 
requite, en extrayant les peptides amers de I'hy- 
drolysat, ou en degradant les peptides amers. 

EP 223560, par exemple, decrit un procede 
dans lequel on hydrolyse notamment de la caseine 
ou un isolat de proteines de soya avec une protei- 
nase, puis on ^limine I'amertume du produit obtenu 
en I'hydrolysant encore avec une aminopeptidase 
denvee d'une souche de Streptococcus lactis. 

La presente invention a pour but de proposer 
un procede qui permette de preparer un agent 
aromatisant par hydrolyse enzymatique d'une ma- 
tiere riche en proteines courantes, sans devoir re- 
courir a des exopeptidases purifiees pour le dSsa- 
meriser, tout en lui conferant des qualites organo- 
leptiques remarquables. 

A cet effet, dans le procede de preparation 
d'un agent aromatisant selon la presente invention, 

- on prepare une suspension aqueuse d'une 
matiere riche en proteines; 

- on solubilise les proteines par hydrolyse de 
la suspension a pH 6,0-11,0 a I'aide d'une 
protease; 



- on traite thermiquement la suspension a pH 
4,6-6,5; et 

- Ton fait mOrlr la suspension a I'aide d'enzy- 
mes de koji. 

5 Ce procede permet effectivement de preparer 
a partir de matieres riches en proteines courantes 
telles qu'une farine de soya degraissee ou de la 
caseine, par exemple, un agent aromatisant pr6- 
sentant des qualites organoleptiques remarquables, 

w a savoir un goOt agreable et relativement neutre, 
depourvu de toute amertume, dans une forme 
d'execution prevoyant une maturation relativement 
breve, ou un goOt plus corse\ depourvu aussi de 
toute amertume, dans une forme d'execution pre- 

75 voyant une maturation plus longue. 

Dans le present expose, le terme "koji" desi- 
gne le produit de la fermentation, avec une culture 
de koji, d'un melange d'une source de proteines et 
d'une source d'hydrates de carbone, notamment 

20 d'un melange d'une legumineuse ou d'une oleagi- 
neuse cuite et d'une cereale cuite ou rotie, par 
exemple d'un melange de soya ou de haricot cuit 
et de ble ou de rlz cult ou roti. 

L'expression culture de koji signifie une culture 

25 de spores de koji telle qu'on peut s'en procurer 
dans le commerce, notamment au Japon ou en 
Chine, qui comprend en particulier des spores 
d'Aspergillus oryzae ou d'Aspergillus soyae. 

De m§me, dans la suite du present expose, on 

so utilise l'expression "culture de levure halophlle" 
dans le sens d'une culture de levures productrices 
de substances aromatiques et d'alcool, telle que 
Saccharomyces rouxii par exemple, utilises pour la 
fermentation traditionnelle d'un moromi obtenu par 

35 melange d'un koji et d'une saumure, dans le cadre 
d'une preparation traditionnelle d'une sauce de 
soya. 

Enfin, pour caracteriser I'activite enzymatique 
de ladite protease dans le present expose\ on 
40 utilise I'unite Anson (UA) telle que definie par la 
rrtethode analytique d'Anson (J.General Physiology 
22, 1939, 79-89) modifiee par la firme Novo Indus- 
trTA/S. 

Pour mettre en oeuvre le present procede, on 
45 peut choisir ladite matiere riche en proteines dans 
un groupe forme 1 par des graines subdlvisdes et 
degraiss£es d'oleagineuses ou de legumineuses, 
notamment les farines dSgraiss^es ou les tourteaux 
de soya ou d'arachide, le gluten de cereales, no- 
50 tamment le gluten de ble\ de riz ou de mal's, et les 
proteines lactiques, notamment la caseine ou les 
proteines de lactoseYum, par exemple. On peut 
egalement utiliser des isolats ou des concentrats 
de proteines vegetales ou animales, par exemple. 
On prepare de preference une suspension 
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aqueuse a 10-40% de matiere seche d'une telle 
matiere. 

On peut ajuster le pH de cette suspension a 
une valeur comprise entre 6,0 et 11,0, de preferen- 
ce 8,0-10,0, par addition d'hydroxyde de sodium, 
par exemple. 

On peut alors ajouter a la suspension une 
protease presentant une activity de 0,2-12 UA pour 
100 g de matiere seche de la suspension, par 
exemple. De preference, on choisit cette protease 
dans un groupe forme 1 par les proteases neutres ou 
alcalines d'origine bacterienne (produites par 
exemple par B.licheniformis ou B.subtilis) ou fongi- 
que (produites par exemple par A.oryzae ou 
A.soyae). De telles enzymes sont commercialisees 
sous le nom de neutrase ou alcalase par Novo 
industri A/S, sous la designation MKC-HT Proteoly- 
tic 200 ou MKC-protease-L330 par Miles Kali-Che- 
mie GmbH & Co KG, ou sous le nom de corolase 
N, PN ou 7089 par Rohm GmbH, par exemple. 

On peut hydrolyser la suspension pendant 2- 
8h, de preference 3-6h, a 50-75 °C, de presence 
61-68° C. 

On peut alors ajuster le pH a 4,6-6,5, de prefe- 
rence 4,9-5,9, par addition d'acide chlorhydrique, 
lactique, citrique, phosphorique ou acetique, par 
exemple. L'etape de traitement thermique a ce pH 
joue un role important en rapport avec la viscosite 
de ladite suspension et la solubility de I'agent 
aromatisant obtenu par une forme d'execution pre- 
feree du precede, dans laquelle on presse la sus- 
pension apres sa maturation, on pasteurise le jus 
obtenu et on le clarifie. Si Ton ajuste le pH a une 
valeur supSrleure a 6,5, I'agent aromatisant presen- 
ts une trap grande turbidite lorsqu'on le dilue dans 
I'eau. Si Ton ajuste le pH a une valeur infeneure a 
4,6, ladite suspension traitee thermiquement pre- 
sente une viscosity qui la rend difficilement pompa- 
ble. 

On peut rSaliser le traitement thermique en 
cuve a double manteau, dans un echangeur de 
chaleur, ou par injection de vapeur, par exemple. 
Selon le mode de chauffage choisi, la temperature 
du traitement peut §tre comprise entre environ 90 
et 140*C et la duree du traitement peut etre com- 
prise entre environ 10 s et 30 min, les durees les 
plus breves correspondent aux temperatures les 
plus elevees et inversSment. 

On peut ensuite refroidir la suspension traitee 
thermiquement, jusqu'a une temperature de 20- 
40 'C par exemple. Si I'on realise le traitement 
thermique par injection de vapeur, on peut realiser 
ce refroidissement par detente, ce qui confere un 
goOt plus neutre a I'agent aromatisant flnalement 
obtenu. 

On peut alors ajouter du koji a la suspension 
refroidie, a raison de 2-50% en poids de koji sur 
matiere seche de la suspension, le koji pouvant 



presenter lui-m§me une teneur en matiere seche 
de environ 60-75%, par exemple. Ce koji peut avoir 
ete prepare, par exemple, en me'langeant une olea- 
gineuse ou une legumineuse cuite, notamment du 

5 soya ou un haricot cuit, avec une ce>eale cuite ou 
r6tie, notamment du riz ou du ble concasse' r6ti, a 
raison de 50-90 parties en poids de matiere seche 
de legumineuse ou d'oleagineuse degraissee ou 
non degraissee et 10-50 parties en poids de ceVea- 

w le, en laissant le melange refroidir a 20 -40° C, en 
I'inoculant avec une culture de koji ou avec une 
culture pure de spores d'A.oryzae ou d'A.soyae, a 
raison d'une partie en poids de culture ou poudre 
de spores pour mille a dix mille parties en poids 

75 de melange, et en laissant fermenter le melange 
durant 30-50 h a 20-40 °C sur des claies tradition- 
nelles, sur un plateau ou dans un appareil du 
commerce specialement congu a cet effet, tout en 
brassant par intermittence et en arrant. 

20 Apres avoir ajoute du chlorure de sodium a la 
suspension, en quantite telle que la suspension 
pnSsente une teneur en chlorure de sodium de 
environ 10-17% en poids, par exemple, on peut 
laisser mQrir la suspension sous I'effet des enzy- 

25 mes que le koji contient, a savoir les enzymes qui 
ont ete produites par la culture de koji au cours de 
la fermentation d'un melange de legumineuse ou 
d'oleagineuse cuite et de cereale cuite ou rotie, par 
exemple. 

30 Dans une forme d'execution du present prece- 
de, on laisse mOrir ainsi la suspension durant deux 
a vingt jours et I'on obtient un agent aromatisant 
prdsentant un goQt agreable et relativement neutre. 
Dans une autre forme d'execution du present 

35 precede, apres avoir ajoute du koji et du chlorure 
de sodium a la suspension,, on I'inocule encore 
avec une culture de levure halophile et on la laisse 
mOrir durant une a huit semaines a 20-40° C. On 
obtient ainsi un agent aromatisant presentant un 

40 goQt plus corse. 

Dans cette forme d'execution particuliere du 
present precede, on inocule de preference la sus- 
pension avec 1-5% en volume d'une culture de 
Saccharomyces rouxii et/ou de Torulopsis etchelsii 

45 contenant environ 10 7 -10 8 cellules de I'un ou I'au- 
tre ou d'un melange de ces microorganismes par 
ml. 

Apres l'etape de la maturation, on peut extraire 
de la suspension un jus limplde que I'on peut 
so utiliser comme agent aromatisant tel quel ou apres 
lui avoir fait subir divers traitements compiementai- 
res. On peut egalement concentrer ce jus, le des- 
hydrater et le reduire en poudre. 

Pour extraire ce jus limpide, on peut pressor la 
55 suspension apres sa maturation, ecarter les insolu- 
bles, pasteuriser le jus obtenu et le clarifier. On 
peut en particulier pressor ia suspension avec une 
presse capable d'exercer une pression adequate 
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d'environ 10-100 bar, telle qu'une presse a vis ou 
une presse hydraulique, par exemple. On peut 
pasteuriser le jus obtenu a une temperature de 75- 
140° C durant 5 s-30 min, et on peut le clarifier en 
le faisant passer au travers d'un papier filtre ou 
d'une membrane synthetique, par exemple. 

On peut ensuite concentrer ce jus clarifie jus- 
qu'a une teneur en matiere seche de environ 60- 
85% en poids, par evaporation a une temperature 
de environ 40-65 °C sous une pression de environ 
10-100 mbar durant environ 1-8 h, par exemple. 

On peut egalement deshydrater ce jus concen- 
tre jusqu'a une teneur en matiere seche de environ 
95-99% en poids, par sechage a environ 60-80 °C 
sous une pression de environ 10-100 mbar durant 
environ 5-10 h, par exemple. On peut enfln broyer 
ce jus deshydratg, dans un moulin a marteau par 
exemple, pour le reduire en poudre. 

L'agent aromatisant obtenu par le present pro- 
cede, sous forme de suspension aqueuse maturee, 
de liquide limpide, de concentre ou de poudre, 
peut etre utilise 1 soit tel quel pour aromatiser des 
mets divers, soit comme ingredient de base entrant 
dans la composition de produits alimentaires ou 
utilise pour la preparation de sauces et potages 
liquides, semi-liquides ou deshydrates, par exem- 
ple. 

Les exemples ci-apres sont donnes a titre d'il- 
lustration du precede selon la presente invention. 
Les pourcentages et parties y sont indiques en 
poids sauf precision contraire. 

Exemple 1 

On prepare une suspension aqueuse a 23% de 
matiere seche d'une farine de soya d6graiss6e. On 
ajuste le pH de la suspension a 10,0 par addition 
de NaOH . On ajoute a la suspension 0,6% sur 
matiere seche de la suspension d'une protease 
alcaline bacterienne (produite par B.licheniformis) 
presentant une activite de 2,4 UA par g d'enzyme. 
On hydrolyse la suspension durant 3h a 68° C 
dans une cuve a double manteau, sous agitation 
constante. 

On ajuste le pH de la suspension hydrolysee a 
5,4 par addition d'acide citrique. On soumet la 
suspension a un traitement thermlque par injection 
de vapeur a 140°C durant 10 s. On refroidit la 
suspension ainsi trait^e a 30-35° C par detente a 
pression atmosph£rique. 

Par ailleurs, pour preparer un koji, on melange 
une partie de tourteau de soya avec une partie 
d'eau, on le cuit en autoclave a 128°C durant 15 
min et on le refroidit a 30-35 °C. On melange le 
soya cuit avec du ble rati concasse, a raison de 
70% de matiere seche de soya pour 30% de 
matiere seche de ble roti. On inocule ce melange 
avec une culture de koji, a raison d'une partie de 



culture ou poudre de spores pour cinq mllle parties 
de melange. On laisse fermenter le melange sur 
des claies durant 44 h tout en le brassant deux fois 
au total et en I'aerant en continu. 

5 On ajoute ce koji a ladite suspension refroidle 
a 30 -35 ° C, a raison de 20% de koji sur matiere 
seche de la suspension. On ajoute du chlorure de 
sodium en quantity telle que la suspension presen- 
te une teneur en chlorure de sodium de 14%. On 

w laisse mdrir la suspension durant 15 j a cette 
temperature. 

On presse la suspension a I'aide d'une presse 
hydraulique. On ecarte les insolubles par sedimen- 
tation. On pasteurise le jus obtenu a 90 °C durant 

15 30 min. On le clarifie en le faisant passer au travers 
d'un papier filtre. 

On obtient un agent aromatisant liquide qui 
presente une teneur en matiere seche de environ 
28%, une bonne limpidite, une bonne fluidite, et un 

20 goQt agreable, relativement neutre et depourvu de 
toute amertume. 

Exemple 2 

25 On procede de la maniere de'crite a I'exemple 
1 jusqu'a I'obtention de la suspension refroidie 
additionn£e de koji et de chlorure de sodium. 

On ajuste le pH de la suspension a 5,4 par 
addition d'acide citrique. 

30 On inocule la suspension avec 2% en volume 
d'une culture mixte de Saccharomyces rouxil et de 
Torulopsis etchelsii contenant environ 5.1 0 7 cellu- 
les de chacun de ces microorganismes par ml. On 
laisse mCrir a 33° C durant quatre semaines. 

35 Apres maturation, on presse la suspension a 
I'aide d'une presse hydraulique. On recueille le jus, 
on le laisse reposer durant 3 j, et on ecarte les 
insolubles qui ont sediments. On pasteurise le jus 
a 95° C durant 15 min et on le clarifie en le faisant 

40 passer au travers d'un papier filtre. 

On obtient un agent aromatisant liquide qui 
presente une teneur en matiere seche de environ 
28-30%, une limpidite parfaite, une bonne fluidite 
et un goOt plus corse 1 depourvu de toute amertume. 

45 

Exemple 3 

On procede de la maniere decrite a I'exemple 
2, a Pexception du fait que I'on prepare une sus- 
50 pension aqueuse d'un melange a 60% de farine de 
soya degraissee et 40% de caseine ou de proli- 
nes de lactoserum. 

On obtient ainsi un agent aromatisant liquide 
de qualites comparables a cedes de l'agent aroma- 
55 tisant obtenu a I'exemple 2. 

Exemple 4 
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On concentre le jus clarifie obtenu a I'exemple 
2 a une temperature de environ 60 'C sous une 
pression de 20 mbar jusqu'a une teneur en matiere 
seche de environ 75%. 

On deshydrate ensuite ce jus concentre jus- 
qu'a une teneur en matiere seche de 98% dans un 
sechoir sous pression reduite oCi il est soumis a 
une temperature de environ 70 'C sous une pres- 
sion de 20 mbar. 

On broye ce jus deshydrate' dans un moulin a 
marteau muni d'une grille a mailles carrees d'un 
mm de c6te. 

On obtient un agent aromatisant en poudre que 
I'on peut utiliser comme condiment ou reconstituer 
en le dispersant dans de I'eau a raison d'une partie 
de poudre pour trois parties d'eau, par exemple. 
L'agent aromatisant ainsi reconstitue presente des 
qualites comparables a celles du produit obtenu a 
I'exemple 1 . 

Cet agent aromatisant liquide, concentre ou en 
poudre se pnlte egalement bien tel quel a une 
utilisation a titre d'ingredient entrant dans la com- 
position de produits alimentaires. II peut aussi etre 
utilise comme matiere premiere riche en acides 
amines libres, susceptibles de reagir avec des su- 
cres r^ducteurs, pour confectionner des bases pour 
la preparation de sauces ou potages. 



Revendlcatfons 

1. Procede de preparation d'un agent aromati- 
sant, dans lequel 

- on prepare une suspension aqueuse 
d'une matiere riche en prolines; 

- on solubilise les proteines par hydrolyse 
de la suspension a pH 6,0 - 11,0 a I'aide 
d'une protease; 

- on traite thermiquement la suspension a 
pH 4,6 - 6,5; et 

- I'on fait mOrir la suspension a I'aide d'en- 
zymes de koji. 

2. Procede selon la revendication 1, dans lequel 
on prepare une suspension aqueuse a 10-40% 
de matiere seche d'une matiere riche en pro- 
teines choisie dans le groupe forme par les 
farines degraissees ou les tourteaux de soya 
ou d'arachide, le gluten de ble\ de riz ou de 
maTs, et la cas&ne ou les proteines de lactosS- 
rum. 

3. ProcSdS selon la revendication 1, caractense 
par le fait que, pour solubiliser les proteines, 
on ajoute a la suspension une protease pr6- 
sentant une activity de 0,2 -12 unites Anson 
pour 100 g de matiere seche de la suspension, 
et I'on hydrolyse la suspension durant 2-8 h a 



50-75 "C. 

4. Proc6d6 selon la revendication 1, caracterisd 
par le fait que I'on choisit la protiase dans le 

5 groupe form6 par les proteases neutres ou 
alcalines, d'origine bacterienne ou fongique. 

5. ProcSde selon la revendication 1, caracterisS 
par le fait que I'on traite thermiquement la 

ro suspension a 90 -140° C durant 10 s a 30 min. 

6. Procede selon la revendication 1, caracterise 
par le fait que Ton refroidit la suspension trai- 
tee thermiquement, on ajoute du koji a la sus- 

15 pension, a raison de 2-50 % en poids de koji 
sur matiere seche de la suspension, on ajoute 
du chlorure de sodium a la suspension, de 
maniere qu'elle presente une teneur en chloru- 
re de sodium de 10-17% en poids, et on la 

20 laisse murir durant 2-20 jours a 20-40 " C. 

7. Proceed selon la revendication 1, caracterise 
par le fait que I'on refroidit la suspension trai- 
tee thermiquement, on ajoute du koji a la sus- 

25 pension, a raison de 2-50 % en poids de koji 
sur matiere seche de la suspension, on ajoute 
du chlorure de sodium a la suspension, de 
maniere qu'elle presente une teneur en chloru- 
re de sodium de 10-17% en poids, on I'inocule 

30 avec une culture de levure halophile, et on la 
laisse mQrir durant 1-8 semaines, a 20-40° C. 

8. Procede selon la revendication 7, caracterise 
par le fait que I'on ajuste le pH de la suspen- 

35 sion a 4,9 - 5,9 et I'on inocule la suspension 
avec 1-5% en volume d'une culture de Sac- 
charomyces rouxii et/ou de Torulopsis etchelsii 
contenant 10 7 - 10 8 cellules de Pun ou I'autre 
• ou d'un melange de ces microorganismes par 

40 ml. 

9. Proc6d6 selon la revendication 1, caracterise 
par le fait que I'on presse la suspension apres 
sa maturation, on pasteurise le jus obtenu et 

45 on le clarifie. 

10. Proc6d6 selon la revendication 9, caracterise 
par le fait que I'on concentre le jus clarifie 
jusqu'a une teneur en matiere seche de 60- 

50 85% en poids, on le deshydrate jusqu'a une 
teneur en matiere seche de 95-99% en poids 
et on le reduit en poudre. 
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EP-A-0 087 247 (STAUFFER CHEMICAL) 

* revendication 1 * 



L 1/227 
A 23 L 1/23 
A 23 J 3/34 



RECHEHCHES (Int. CU> 



A23L 
A 23 



VAN MOER A.M.J. 



CATEGORIE DES DOCUMENTS CITES 



anterleur, mate publle i la 



O: divulgation non-ecrite 



